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Abstract of WO030661 1 7 

The invention relates to the development of cold-curing acrylic formulations for use in bone cement 
precurso? compositions having low toxicity and good biocompatibility. In recent decades polymeric bone 
dements have been used as media for the controlled release of medicaments and, ,n orthopaedic surgery 
and traumatology, for fixing joint prostheses, the bone cement serving to immobilise the prosthesis. 
However certair . adverse reactions which are caused by the cement have been observed in the medium 
and long term, said reactions being connected primarily to the chemical composition of the cement and/or 
the physical properties thereof. 
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(57) Abstract- The invention relates to the development of cold-curing acrylic formulations for use in bone cement precursor com- 
positions having low toxicity and good biocompatibility. In recent decades, polymeric bone cements have been used as media for the 
controlled release of medicaments and, in orthopaedic surgery and traumatology, for fixing joint prostheses, the bone cement serving 
to immobilise the prosthesis. However, certain adverse reactions which are caused by the cement have been observed in the medium 
and long term, said reactions being connected primarily to the chemical composition of the cement and/or the physical properties 
thereof. 

(57) Resumen: La presente invencidn esti relacionada con el desarrollo de formulaciones acrilicas de curado en Mo para su uso 
como composiciones precursoras de cementos 6seos de baja toxicidad y buena biocompatibilidad. Los cementos 6seos pohmericos 
se vienen empleando durante las ultimas decadas como soportes deliberacidn controlada de medicamentos y en cirugfa ortopedica y 
traumatologfa para la fijacidn de protesis de articulaciones siendo la funci6n del cemento 6seo la inmovilizacidn de la protesis. Sin 
embargo, se han descrito ciertas reacciones adversas producidas por el cemento a medio y largo plazo que se relacionan principal- 
mente con la composici6n quimica del cemento y/o sns propiedades fi'sicas. 
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FORMULACIONES ACRILICAS DE CURADO EN FKfO CON ACTIV ADORES 
DERIVADOS DE DIAMINODIFENILCARBLNOL DE BAJA TOXICEDAD 

Sector de la tecnica 

5 Esta invention se emnarca dentro de los cementos oseos polimericos utilizados como 
sistemas de liberaci6n controlada de medicamentos en cirugfa ortopedica para la fijacion de 
protesis y en aplicaciones dentales como componente polimerizable de "composites". 

Estado de la tecnica 

10 Los cementos oseos utilizados en cirugia ortopedica estan basados predominantemente en 
poli(metacrilato de metilo), PMMA. Se obtienen por curado en fno de las composiciones 
precursoras que generalmente comprenden dos fases: una fase solida y una fase liquida. La 
fase solida normalmente comprende particulas en forma de perlas de PMMA 
prepolimerizadas o sus copolimeros, junto con uno o mas iniciadores radicales y, 
15 opcionalmente, uno o mas agentes radiopacos. Un iniciador de tipo radical es un 
compuesto, por ejemplo un peroxido, que es capaz de producir radicales libres. Un agente 
radiopaco es un compuesto que como su nombre indica es sustancialmente opaco a la 
radiation, en particular a la radiation que se utiliza en el diagnostico medico, tal como los 
rayos X. La fase liquida comprende un monomero polimerizable, normalmente metacrilato 
20 de metilo, MMA, junto con uno o mas activadores. El activador es un compuesto, tal como 
una amina terciaria aromatica, que produce la descomposici6n del iniciador a temperatura 
ambiente para dar lugar a la formaci6n de radicales libres. La fase liquida tambien puede 
comprender uno o mas inhibidores y/o estabilizadores que se anaden con el fin de evitar la 
polimerizacion del monomero durante el almacenamiento. Cuando las dos fases de la 
25 composition precursora de cemento oseo se mezclan se produce la reaction de 
polimerizacion del monomero obteniendose un cemento oseo que consiste en particulas del 
polvo solido embebidas en una matriz interstitial de polimero formado. 



Una desventaja de los cementos oseos basados en PMMA es el caracter altamente 
30 exotermico de la reacci6n de polimerizaci6n y se pueden generar temperaturas 
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comprendidas entre 70 y 100°C en el centra de la masa del cemento. Este elevado aumento 
de la temperatura puede originar una necrosis en el tejido circundante y el consiguiente 
dafio oseo, siendo numerosas las referencias encontradas en la bibliografia a este respecto. 

5 Otra desventaja es la hipotensi6n producida principalmente por el mon6mero 9 metacrilato 
de medio, que puede inducir efectos sistemicos si entra en la corriente sanguinea. Ademas, 
el monomero residual no reaccionado puede migrar a los tejidos circundantes produciendo 
una necrosis quimica. 

1 0 El cemento oseo de PMMA es un material fragil y presenta una baja tenacidad a la fractura 
y vida en fatiga pobre. Con el fin de mejorar sus propiedades mecanicas se han desarrollado 
nuevas formulaciones mediante la adicion de un agente de refuerzo, la production de un 
cemento de bajo modulo elastico o bien la obtencion de cementos bioactivos. Asi mismo se 
han desarrollado nuevas tecnicas de mezclado de los componentes precursores debido a la 

15 influencia que ejercen principalmente en la porosidad del material resultante lo que 
posteriormente repercutira en sus propiedades mecanicas. Recientemente, G. Lewis ha 
publicado una importante revision sobre este tema en su articulo titulado "Properties of 
acrylic bone cement: State of the art" (J. Biomed. Mater. Res. (Appl. Biomaterials) 38, 155- 
182, 1997). 

20 

El aflojamiento aseptico, esto es el aflojamiento del implante y la consiguiente formation 
de la membrana fibrosa en la interfaz hueso/cemento con el tiempo, es otro de los mayores 
problemas asociados con los reemplazos de articulaciones. Sus causas, aunque inciertas, se 
relacionan con la fractura del cemento y con la necrosis osea. Como se ha mencionado 
25 anteriormente, una respuesta biologica adversa se atribuye a los residuos de bajo peso 
molecular procedentes de la composition precursora del cemento, especialmente aquellos 
componentes que presentan suficiente solubilidad en los fluidos fisiologicos como para ser 
lixiviados de la matriz polimerica a los tejidos circundantes. 

Otra de las preocupaciones actuates se centran en el uso del activador N,N-dimetil-4- 
30 toluidina (DMT) o N,N-dimetilanilina ya que ambos pertenecen a una clase de compuestos 
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capaces de reaccionar con el DNA. El analisis de la genotoxicidad ha revelado que la DMT 
en particular es capaz de inducir alteraciones cromosomicas. Ademas se ha confirmado la 
presencia de DMT en cementos que han sido implantados en periodos de 2.5 a 10 anos. 
Como alternativas a la DMT se han utilizado otras aminas de mayor peso molecular o 
5 incluso aminas polimerizables. Una revision sobre este tema ha sido publicada por B. 
Vazquez y col. En su articulo titulado "Role of amine activators on the curing parameters, 
properties and toxicity of acrylic bone cements" (Polymer International 46, 241-250, 1998). 

Breve description de la invention 

10 La presente invention esta relacionada con el desarrollo de formulaciones acrilicas de 
curado en frio para su uso como composiciones precursors de cementos oseos. Los 
cementos oseos polimericos se vienen empleando durante las ultimas decadas en cirugia 
ortopedica y traumatologic para la fijacion de pr6tesis de articulaciones siendo la funcion 
del cemento oseo la inmovilizacion de la protesis. Sin embargo, se han descrito ciertas 

15 reacciones adversas producidas por el cemento a medio y largo plazo que se relacionan 
principalmente con la composition quimica del cemento y/o sus propiedades fisicas. 

Description detallada de la invention 

La presente invention proporciona una composition para su uso como composici6n 
20 precursora de cemento oseo que comprende uno o mas compuestos de estructura general 
como la que se presenta en la Formula (I) debajo: 

Formula (I) 

25 
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donde: 

Rj es un radical metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo o tert-butilo. 
R 2 es un radical metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo o tert-butilo. 
R 3 es un radical metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo o tert-butilo. 
R4 es un radical metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo o tert-butilo. 

La seleccion de la estructura presentada en la Formula (I) se realiz6 en base a la estructura 

del compuesto violeta de genciana (F6rmula (II)), compuesto muy utilizado a nivel 

hospitalario por sus propiedades antisepticas. 

CH 3x +;ch 3 
N 




Formula (II) 



Los compuestos de formula general Formula (D poseen mayor hidrofobicidad que la DMT 
15 y por tanto, es de esperar una reduccion en la necrosis del tejido circundante producida por 
la migracion de estos compuestos del cemento a los tejidos adyacentes y a la circulaci6n 
sistemica. 

Los compuestos de formula general Formula (I) ofrecen la ventaja de poseer valores de 
20 toxicidad expresados como dosis letal 50 (LD50) muy inferiores al valor que presenta la 
DMT. 
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Los compuestos de formula general Formula (I) ofrecen la ventaja de ser menos citotoxicos 
que la DMT sobre leucocitos polimorfonucleares. 

Los compuestos de f6rmula general Formula (I) presentan una mayor actividad que la 
5 DMT frente a diferentes microorganismos. 

La presente invencion tambien proporciona un cemento que ha sido obtenido por curado de 
cualquiera de las composiciones descritas arriba y que son adecuadas para su uso como 
composiciones precursoras de cemento 6seo y/o como sistemas autocurables de 
10 dosificacion de medicamentos. Los cementos asi obtenidos presentan algunas ventajas 
sobre los cementos que se han descrito con anterioridad. 

Las composiciones precursoras de cemento oseo que comprenden en su fase liquida un 
compuesto de formula general Formula (I) como activador curan a temperaturas inferiores a 
15 las de las composiciones comerciales. Esto podria reducir potencialmente el perjuicio 
ocasionado en los tejidos adyacentes durante la formation del cemento oseo "in situ". 

Los cementos de la presente invencion que comprenden en la fase liquida un activador de 
formula general Formula (I) proporcionan efectos beneficiosos en el proceso de 
20 regeneration del hueso cuando se han implantado en su estado pastoso en el femur de 
conejos, y han curado "in situ". El tejido adyacente al cemento implantado mostro una 
mayor y mas rapida neoformacion osea en comparacion a la observada en presencia de las 
formulaciones comerciales 

25 EJEMPLO 1 

Analisis comparativo de la toxicidad aguda del 4,4^bis-dimetilaminobenzidrol (BZN) y de 
la N,N-dimetilamino-4-toluidina (DMT), activador usado comunmente en las 
formulaciones comerciales de cemento 6seo. 
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La toxicidad aguda se analizo con ratones machos de raza SPF-NMR1 de peso 25±3 gr. 
(cada animal se pes6 de forma individualizada para calcular la cantidad real administrada). 
Se eligieron 10 animales por cada dosis y compuesto. Se admimstraron en la vena caudal 
del raton soluciones salinas de los correspondientes clorhidratos, debido a la escasa 

5 solubilidad de estas aminas en medio salino acuoso. Esta administracion se efectuo por la 
manana, entre las 8,00 y las 11,00 h. Posteriormente los animales se guardaron en 
habitaciones con aire acondicionado a una temperatura de 22±1°C y 55±5% de humedad 
relative En estas condiciones, se siguio el comportamiento de los animales hasta el septimo 
dia tras la administracion. La dosis letal promedio y la curva foe calculada mediante un 

10 analisis probit programado (Finney) desde el porcentaje de animales muertos, observados 
durante el periodo de siete dias tras la administracion. 

La tabla I muestra los valores de la dosis letal 50, LD 50 , del BZN y DMT, definiendose la 
LD 50 como la dosis minima administrada a una poblacion de ratones que provoca el 50% de 
15 la mortalidad de los mismos. Los resultados mostraron que el compuesto BZN presenta un 
valor de LD 50 3.58 veces mayor que la DMT en las mismas condiciones experimentales. 







Probit=A log(I 


)osis)+B 


AMINA 


LD 50 (mg/kg) 


A 


B 


DMT 
BZN 


75,80(64,10-89,00) 
271,39(236,78-311,07) 


9,79 
10,39 


15,97 
20,29 


Tabla I: Va 


lores de la dosis letal 50 (con un limite de connanza del 95%) para lus 



20 compuestos DMT y BZN junto con la regresion lineal del efecto de la dosis. 

La FIG.l muestra los diagramas obtenidos del analisis de los dates para tres porcentajes de 
mortalidad, 16%, 59% y 84%. El activador BZN presenta valores de la dosis letal mis 
elevados que la DMT para cualquier fcidice de mortalidad. Los diagramas en la FIG.l 
25 ponen de manifiesto el intervalo de la dosis necesario para aumentar la mortalidad del 16% 
al 84%. Mientras que para la DMT el intervalo es 60 mg/kg, BZN presenta un intervalo de 
100 mg/kg en las mismas condiciones experimentales. 
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EJEMPLO 2 

Analisis de la citotoxicidad sobre leucocitos polimorfonucleares del activador 4,4'-bis- 
dimetilamiiiobenzidrol (BZN) en compaction con N,N-dimetilaniino-4-toluidina (DMT). 

5 La citotoxicidad de estos compuestos fue estudiada "in vitro" sobre leucocitos 
polimorfonucleares extraidos de ratas macho Wistar. 

Ratas machos Wistar de peso 250+25 gr. fueron inyectadas en peritoneo con 10 ml. de 
solution de glucogeno al 6%. A las 16 horas de la inyeccion se sacrifice a los animales 
10 mediante luxation cervical. Se despejo la zona abdominal de piel y grasa sin dafiar^el 
interior, y se inyectaron 60 ml. de solution salina de Hank's modificada libre de Ca 2+ y 
Mg 2 * (mHBSS) en la cavidad peritoneal. Despues de aplicar masaje manual a la cavidad 
peritoneal durante 90 seg., se retiraron 50 ml. de fluido peritoneal, que posteriormente se 
centrifugaron a 4°C a 800g en tubos de polipropileno durante 10 min. desechando el 
15 sobrenadante. Los eritrocitos contaminados se aislaron mediante la resuspension de las 
celulas en 5 ml. de soluci6n isotonica tamponada de clorhidrato de tris-amonico (0,38%, 
pH 7,2) durante 10 min. a 37°C. Se realizo una nueva centrifugation a 4°C a 400g durante 
10 min., ehminando el sobrenadante. Las celulas recuperadas fueron resuspendidas de 
nuevo en 10 ml. de mHBSS. Se tom6 una muestra para realizar un contaje del numero de 
20 celulas usando un hemocitometro. Los 10 ml. recuperados se centrifugaron de nuevo a 4°C 
a 800g durante 10 min., desechando el sobrenadante. Las celulas fueron resuspendidas a 
2,5xl0 6 c61s./min. en una solution sin modificax HBSS que contiene 1,26 mM de Ca 2+ y 
0,9 mM de Mg 2 *. 

25 Se incubo a 37°C durante 10 min. 500^1 de celulas resuspendidas con 10p.l de DMT o BZN 
a tres concentraciones diferentes: 1, 0,5 y 0,1M. Seis muestras de 500^1 de soluci6n de 
celulas se incubaron con lOul de solution Triton X-100 al 0,2% en 0,9% de CINa. Otras 
seis muestras de 500ul se incubaron con 10nl de dimetilsulfoxido PMSO) como control. 
Despu6s de 10 min. de incubation, la solution se centrifugo a 4°C a 800g durante 10 min. 

30 Se afiadio 50ul de sobrenadante a cada uno de los 96 pocillos de cada microplaca, que 
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contienen 200^1 de solucion de piruvato sodico 0,63 mM en 50 mM de fosfato (pH 7,5) y 
1,6(11 de una solucion 40 mM de NADH. Posteriormente se realize la medida 
espectrofotometnca a 37°C mediante un lector de microplaca Anthos HTIH. Se efectuaron 
lecturas a 340 nm durante 60 seg., tomandose medidas cada 20 seg. 

La FIG.2 muestra la citotoxicidad de BZN y DMT obtenidas a diferentes concentraciones 
molares 0.1, 0.5 y 1.0 M. La citotoxicidad de la DMT aumenta con la concentraci6n 
alcanzando un nivel de citotoxicidad del 52.5% (con respecto al control Triton X-100 usado 
como control positivo) cuando la concentraci6n de DMT es 1.0 M. Sin embargo, la 
citotoxicidad de BZN no cambia notablemente con la concentration alcanzando niveles 
menores del 30% para cualquier concentraci6n. 



EJEMPLO 3 

Actividad antimicrobiana del 4,4'-bis-dimetil a minobenzidrol (BZN) en comparacion con 
1 5 aquella de la N,N-dimetilamino-4-toluidina (DMT). 

Por razones practicas de acuerdo con la aplicacion de estos compuestos, se seleccionaron 
para probar la actividad de las diferentes aminas, dos bacilos Gram negatives diferentes (E. 
coli y P. aeruginosa) y un coco Gram positivo (S. aureus), presentes habitualmente en la 
20 flora del huesped, asi como uno de los hongos patogenos mas representatives (C. albicans). 
Se probo igualmente el efecto del dimetilsulf6xido (DMSO) (20% v/v). Los valores 
obtenidos fueron apreciablemente mayores que los de las aminas, y por lo tanto el efecto de 
DMSO no fue significativo en estos experimentos. 

25 Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus 
aureus ATCC 6538 y Candida albicans CECT 1001 se obtuvieron a partir de la Coleccion 
de Cultivos de Clase Espafiola. Las bacterias se cultivaron rutinariamente en medio de 
cultivo de Soja-Tripticasa (Difco) y el microorganismo C. albicans en YED (Extracto de 
Levadura [Difco] 2%, dextrosa 2% p/v en agua destilada), ambos medios se solidificaron 

30 con agar (0,2% p/v) cuando fue necesario. La actividad antimicrobiana se ensayo bien en 
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medio de cultivo Mueller Hinton (Difco) con bacterias, o en YED con C. albicans. La 
incubation se hizo a 37°C en todos los casos. 

Los ensayos de dilution de micro-cultivos se realizaron en microplacas de 96 pocillos con 
5 90ul. del medio y 10ul. del in6culo en cada pocillo. Los compuestos a ensayar, se 
disolvieron en dimetilsulf6xido (DMSO)/agua destilada (20/80 v/v) en una concentracion 
de 10% (p/v). Se prepararon diluciones por duplicado de cada compuesto en cada ffla de 
pocillos, con un intervalo de concentraci6n de 5% a 0,02% (p/v). Se incluyo el DMSO en 
una ffla en un intervalo de concentraciones de 10% a 0,04% (v/v), y una ffla se dejo 
10 unicamente con medio para ser tomada como control positivo. El tamafio del inoculo se 
ajusto por espectrofotometria a una densidad 6ptica (DO) de D0 55 o=0,02, correspond 
a una densidad de 2xl0 5 cels./ml. Se afiadieron lOul. de inoculo a cada pocillo y las placas 
se incubaron durante 24 h. La DO S5 o se determine despu6s de cada incubaci6n usando un 
scanner de microplacas (Organon Teknika, modelo 510), y la concentracion minima 
15 inhibitoria (CMI) se definio como la diluci6n que provoca una reduction del 80% de la 
densidad optica con respecto al control positivo. 

Los valores de la CMI para los activadores DMT y BZN junto con los obtenidos para el 
vebiculo DMSO, frente a diferentes microorganismos se muestran en la Tabla H. De 
20 acuerdo con el protocolo establecido, el poder antimicrobiano de los compuestos aumenta a 
medida que el valor de la CMI decrece. Los valores de la CMI del DMSO son 
considerablemente mas altos que aquellos de las aminas y por tanto el efecto del DMSO no 
es significativo en estos experimentos. Para hacer un estudio comparative se tuvo en cuenta 
la relation BZN/DMT. Los resultados mostrados en la Tabla H indican que, frente a las 
25 bacterias Gram-negativas BZN es dos veces mas active que la DMT. Los resultados 
obtenidos para la bacteria Gram-positiva mostraron un aumento en la actividad del BZN de 
hasta 8.04 veces mayor que la DMT. Los resultados obtenidos para el hongo C. albicans 
son muy representatives ya que este microorganisme se encuentra presente en la cavidad 
periodontal y puede ser responsable de una gran cantidad de infecciones traumaticas 
30 postoperativas. Una vez mas, la actividad de BZN rue 8.04 veces superior que la DMT. 
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MICROORGANISMO 


DMSO 


DMT 


BZN 


DMT/BZN 


Escherichia coli 


0,704 


0,185 


0,0926 


2,00 


Pseudomonas aeruginosa 


0,704 


0,185 


0,185 


1,00 


Staphylococcus aureus 


0,704 


0,185 


0,023 


8,04 


Candida albicans 


1,408 


0,185 


0,023 


8,04 



como 



la dilution que provoca una reduction del 80% de la densidad optica del control. 



5 EJEMPLO 4 

Formulation de cementos oseos utilizando 4,4'-bis-dimetilamino benzidrol (BZN) como 
activador. 

Se formularon composiciones precursoras de cemento oseo utilizando como activador el 
10 compuesto 4,4^bis-dimetflarnino benzidrol (BZN) y como fase s61ida particulas de 
poli(metacrilato de metilo) (Perlas QL) cuyas caracteristicas morfologicas vienen dadas en 
la tabla de la Tabla JR. Las perlas QL son perlas comerciales y fiieron suministradas por 
Industrias Quirurgjcas de Levante. 



Diametro medio, D 


33,1 |im. 


Intervalo de D 


10-60 \im. 


Peso molecular promedio en numero, M n 


97 x 10 3 


Temperatura de transition vitrea, T g 


103°C. 



1 5 Tabla HI: Caracteristicas morfol6gicas de las perlas QL, 
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Asi mismo, se ensayo una composition precursora de cemento oseo comercial (CMW 3) 

como ejemplo comparativo. Las composiciones del cemento comercial y del experimental 

se recogen en la tabla IV donde se utilizan las siguientes abreviaturas: 

PMMA = poli(metacrilato de metilo) 

BPO = Peroxido de benzoilo 

MMA = metacrilato de metilo 

DMT = N,N-dimetil-4-toluidina 

BZN = 4,4'-bis-dimetilamino benzidrol . 



Ejemplo 


Composition de la fases61ida 
(%-peso) 


Composition de 
(%-pe 


la fase liquida 
so) 


Ejemplo 
Comparativo I 


PMMA 

BaS0 4 

BPO 


88,00 
10,00 
2,00 


MMA 

DMT 

Etanol 

Acido ascorbico 
Hidroquinona 


96,54 
2,487 
0,44 

0,022 . 
0,002 


Ejemplo I 


PMMA (Perlas QL) 

Zr0 2 
BPO 


88,50 
10,00 
1,50 


MMA 
BZN 


99,00 
1,00 



junto con la composition precursora de cemento oseo formulada con el compuesto BZN. 



Para cada ejemplo se utilizo un total de 40 g de fase solida y 20 ml de la fase liquida. Estas 
composiciones precursoras de cemento oseo se mezclaron para formar la pasta de cemento 
1 5 que en unos minutos fragua para dar lugar al cemento curado. 

La temperatura pico (T pi co) se define como la temperatura maxima alcanzada durante la 
reaction de polimerizacion y se registra de acuerdo con la norma ASTM (F451). Los dos 
componentes de la composition precursora de cemento oseo se mezclan y la pasta 
20 resultante se introduce en un molde de tefl6n. Se coloca un termopar en el centra del molde 
a una altura de 3 mm en la cavidad interna. Se toma el tiempo desde el comienzo de la 
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mezcla de los dos components y se registia la temperatura. Se realizo un promedio de dos 
medidas para cada formulation. Las exotennas se registraron a una temperatura de 25°C. 

El tiempo del estado pastoso (t^so) representa el tiempo en el que la masa de cemento no 
5 se adhiere al guante quirurgico. En este momento el cemento es implantado en el 
organismo por ejemplo, en la cavidad femoral. 

El tiempo de curado (Wo) se determin6 de acuerdo con la norma ASTM (F451) como el 
tiempo en el que la temperatura de la masa de cemento es la media aritmetica de la suma 
10 T max +T amb , donde T raax es la temperatura maxima en °C y T amb es la temperatura ambiente, 
23°C. 

El contenido en mon6mero residual se determin6 por espectroscopia de 'H-NMR. Las 
muestras se almacenaron a temperatura ambiente en aire durante siete dias antes de ser 
15 analizadas. Tres muestras de cada composicion se disolvieron en cloroformo deuterado y 
los espectros se registraron en un espectrofot6metro Varian 300MHz. 

Los ensayos de tensidn y compresi6n se reabzaron en una Maquina de Ensayos Universal 
Instron. Se utiliz6 una velocidad de desplazamiento del cabezal de 20 mm/min para el 

20 ensayo de compresion segun indica la norma ASTM citada anteriormente, mientras que 
para el ensayo de traction se utilizo una velocidad de 1 mm/min de acuerdo con las 
especificaciones de la norma ISO (527-1). Las probetas se prepararon introduciendo la 
masa de cemento en su estado pastoso en moldes de teflon y ejerciendo una presion de 1.4 
MPa durante aproximadamente 30 min. Las probetas se ensayaron despues de haber sido 

25 almacenadas a temperatura ambiente en aire durante siete dias. Se ensayaron un rninimo de 
siete probetas para cada composicion. 

Los valores de los parametros de curado, el contenido de monomero residual y las 
propiedades mecanicas de las composiciones de cemento recogidas en la Tabla IV se 
30 muestran en la Tabla V. 
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DMT 


BZN 


Tnico (°C) [S.D.] 


83 [1,5] 


74,7 [0,56] 


t curado (min) [S.D.] 


10,2 [0,10] 


10,5 [0,14] 


Monomero Residual (%)[S.D.] 


1,9 [0,25] 


2,5 [0,46] 


Resistencia a Compresion (MPa) [S.D.] 


87* 


79,6 [2,5] 


M6dulo Elastico en Compresion (MPa)[S.D.] 


1950* 


1205 [41,6] 


Resistencia a la Tension (MPa) [S.D.] 


43* 


52,6 [1,9] 


Elongaci6n a Rotura (%)[S.D.] 


2,2* 


2,5 [0,08] 



*G. Lewis, Properties of acrylic bone cement: satate of the art review, J. Biomed. Mater. 
Res., 38, 155-182, 1997. 

Tabla V: Valores de los parametros de curado, monomero residual y propiedades 
5 mecanicas de los cementos curados a partir de las composiciones precursoras que se 
muestran en la Tabla IV. 

Las temperaturas pico de las composiciones precursoras que contienen BZN fueron 
aproximadamente 10°C inferiores a las obtenidas con las formulaciones comerciales lo que 
10 representa un beneficio importante y significativo desde un punto de vista biologico. Los 
valores de monomero residual de ambas formulaciones fueron del mismo orden indicando 
que la conversion de la reaction de polimerizacion activada con el compuesto BZN es 
comparable a la que se alcanza en las formulaciones comerciales. 



15 Las propiedades mecanicas obtenidas en los ensayos de traction y compresi6n de los 
cementos formulados con BZN fueron comparables a las obtenidas en las formulaciones 
comerciales, presentando valores un 20% mas elevados de la resistencia a tensi6n y una 
elongaci6n a rotura un 15% superior al control. 



20 EJEMPLO 5 

Implantation intramuscular de varillas de cementos curados a partir de composiciones 
precursoras formuladas con el activador 4,4'-bis-dimemamino benzidrol (BZN). 
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Se implantaron varillas de cementos curados a partir de las composiciones precursoras que 
se muestran en la Tabla IV. Las varillas del cemento comercial se implantaron como 
control. 

5 

Las varillas de cemento (3 mm diametro x 15 mm longitud) se introdujeron mediante una 
canula en el musculo dorsal de ratas hembra Wistar de peso medio 300+10 g. La herida se 
sutur6 con un punto de seda 3/0 y se aplic6 Betadine®. Se hicieron dos grupos 
correspondientes a 2 y 3 animates respectivamente, que se sacrificaron a las 4 y 8 semanas 
10 de la operacion. 

Las muestras se fijaron en una disolucion tamponada de forrnol al 10% (tampon fosfato, 
pH=7,6) y se embebieron en parafina. Se prepararon secciones histoldgicas que faeron 
tefiidas segun la tecnica de hematoxilina-eosina. Las muestras se examinaron en un 
15 microscopio optico Nikon Microphot-FXA. Asi mismo, la superficie de las varillas 
explantadas se analiz6 por microscopia optica utilizando un microscopio Nikon Eclipse 
E400 con iluminacion estereoscopica utilizando fibra optica y un filtro de luz. 

Las FIG.3-A y FIG.3-B muestran, respectivamente, la imagen histologica de la respuesta 
20 del musculo al cemento control (FIG.3-A) y al cemento curado a partir de composiciones 
precursoras que contienen BZN (FIG.3-B), despues de 4 semanas de la implantacion. En 
ambos casos las secciones transversales de tejido circundante mostraron la formation de 
una membrana fibrosa junto con la presencia de leucocitos polimorfonucleares, macrofagos 
y eosinofilos. Sin embargo, no se detectaron signos de necrosis como era de esperar debido 
25 a la implantaci6n de un cemento curado "in vitro". 

Las FIG.3-C y FIG.3-D reflejan la respuesta tisular despues de 8 semanas de la 
implantaci6n. La FIG.3-C muestra la respuesta al cemento comercial CMW 3 y la FIG.3-D 
la obtenida despues de la implantacion del cemento que contiene BZN. A este periodo de 
30 tiempo se observa que la membrana fibrosa ha crecido convirtiendose en una capsula 



WO 03/066117 



PC17ES03/00055 



15 



fibrosa rica en fibras de colageno orientadas. La reacci6n inflamatoria que se observa en 
periodos cortos de tiempo ha ido decreciendo considerablemente aunque todavia se detecto 
la presencia de algunos macrofagos y eosin6filos. En general, puede decirse que la 
respuesta de los tejidos a la implantaci6n del cemento preparado con BZN no difiere de la 
5 obtenida con la implantaci6n de cementos comerciales y puede ser considerada como 
normal en la implantacion de este tipo de materiales. 

La serie de fotografias que se presentan en la FIG.4 muestran las superficies de las varillas 
antes de la implantacion y despues de 4 semanas de estar implantadas, para el cemento 
10 comercial formulado con DMT (FIG.4-A y FIG.4-B) y para el cemento experimental 
formulado con BZN (FIG.4-C y FIG.4-D). En ambos casos, la superficie antes de la 
implantacion (FIG.4-A y FIG.4-C) presenta algunas irregularidades originadas en el 
proceso de curado como son la formaci6n de burbujas durante la manipulaci6n de la masa y 
su introduction en el molde. Las superficies de las varillas explantadas a las 4 semanas 
15 fueron lisas, presentando un aspecto como si hubiesen sufiido un proceso de erosion y las 
irregularidades han desaparecido. Esta erosi6n puede estar relacionada con la respuesta 
inflamatoria que tiene lugar en los primeros dias despues de la implantacion. Durante este 
periodo de tiempo, la presencia de macrofagos e hidroperoxidos junto con las condiciones 
de pH pueden ser responsables del fenomeno erosivo. Sin embargo, en este caso la 
20 superficie de la varilla que contiene BZN (FIG.4-D), ademas de lo descrito anteriormente, 
presento restos de tejido conectivo adheridos al material. Este comportamiento puede ser 
atribuido a un efecto estimulante del crecimiento tisular que podria estar relacionado con el 
posible efecto antiseptico intrinseco que parece tener el BZN. 



25 EJEMPLO 6 

Implantacion intraosea de composiciones precursoras de cemento formuladas 
activador 4,4'-bis-dimetilamino benzidrol (BZN). 
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10 



Composiciones precursoras comerciales de cemento oseo (CMW 3) utilizadas como control 
y composiciones precursoras que comprenden el compuesto BZN (Tabla TV) se 
implantaron en la cavidad femoral de conejos de la variedad Nueva Zelanda. 

Se operaron 20 conejos adultos hembra de la variedad Nueva Zelanda de peso medio 3.820 
Kg (3.450-4.260 Kg) en condiciones asepticas. Los animales se distribuyeron en dos 
grupos. Diez animales constituyeron el grupo control en el cual se implantaron las 
composiciones del cemento comercial CMW 3 y otros diez animales constituyeron el grupo 
experimental en el cual se implantaron las composiciones que contienen BZN. En la Tabla 
VI se muestra el diseno experimental y el numero de animales implantados en los 
experimentos. 



GRUPO 



CONTROL 
(CMW 3) 



EXPERIMENTAL 
(BZN) 



N 



10 



10 



Tiempo del Sacrificio 



2 dias 2 semanas 4 semanas 12 semanas 



24 semanas 



Tabla VI: Diseno experimental y numero (N) de animales implantados en los experimentos 
de implantation en el femur de conejo de las composiciones precursoras de cemento oseo 
1 5 mostradas en la Tabla IV. 

Los grupos control y experimental se operaron en actos quirurgicos diferentes y, en ambos 
casos, la implantation se realiz6 en el femur izquierdo del conejo. 



20 Los conejos fueron premedicados con sulfate de atrophia (0.3 mg/Kg, IM) y clorpromacina 
(10 mg/Kg, IM). Se administro anestesia general por via intramuscular, clorhidrato de 
ketamine (50mg/Kg, IM) y fentanilo (0.17 mg/Kg, IM). Despu6s de afeitar el muslo, la 
zona quirurgica se desinfecto con yodo y se hizo una incision longitudinal. Se crearon dos 
defectos oseos en las extremidades femorales utilizando un taladro de baja velocidad. El 
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cemento en su estado pastoso se inyecto con una jeringa y se dejo curar en el interior 
durante unos minutos, de manera que la reacci6n exotermica tuvo lugar "in situ" despues de 
la implantation. El musculo se suturo con un hilo de vicril y la piel con puntos discontinuos 
de seda. Despues de la cirugia, se permitio a los animales libre actividad en sus jaulas y 
5 fueron sacrificados a diferentes tiempos por inyecti6n intravenosa de pentotal®. Los 
implantes se extrajeron con el tejido adyacente y se fijaron en solution tamponada de 
formol al 10% (pH=7.4). 

Para el analisis histologico las muestras se descalcificaron mediante la tecnica de formol 
10 nitrico (950 ml de formol al 10% y 50 ml de atido nitrico) previo a la inclusi6n en parafina 
durante 24 h. Posteriormente se realizaron cortes transversales (6um de espesor) con un 
microtomo manual (Minot-Leniz) y las muestras se tifieron mediante la tecnica de 
hematoxilina-eosina para el examen histologico. 

15 La respuesta del tejido 6seo a la presencia de cemento se estudio durante el periodo 
comprendido entre 2 dias y 24 semanas. Durante este tiempo ninguno de los animales 
mostro signos clmicos de alteration en el area del femur asi como tumores en ningun otro 



sitio. 



20 La evaluation microscopica del material explantado mostro que todas las muestras fueron 
toleradas bien por el tejido oseo. 

Dos dias despues de la inyeccion del cemento la evaluaci6n histologica del tejido adyacente 
en el lugar de la inyeccion mostro la presencia de algunas areas de necrosis para cualquier 

25 composition. La causa de esta necrosis no puede ser claramente elucidada. La necrosis 
puede ser producida por causas termicas, quimicas asi como por el propio procedimiento 
quirurgico. El dafio de algunas zonas locales del hueso es inevitable en cualquier 
procedimiento de implantation que conlleve el taladro del hueso, aunque se haga a baja 
velocidad, y tambien la inyeccion de un material que cura "in situ"(P.A. Revell, M. 

30 Braden, M.A.R. Freeman, Review of the biological response to a novel bone cement 
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containing poly(ethyl methacrylate) andn-butyl methacrylate, Biomaterials, 19, 1579-1586 
(1998)). Asi mismo, se observaron leucocitos polimorfonucleares alrededor de los restos 
del material, y en otras areas mas alejadas del material se detectaron celulas 
mononucleares, principalmente eosin6filos, linfocitos, celulas plasmaticas y macrofegos, 
claros indicadores de la reaction de inflamacion. 

Las FIG.5-A y FIG.5-B muestran . microfotografias representativas de las secciones 
histol6gicas de la interfaz entre el cemento CMW 3 o el cemento experimental 
respectivamente, y el tejido adyacente a los 2 dias de la implantacion. 

La principal diferencia entre la formulacion experimental y la control se encuentra en el 
proceso de oseoformacion que se manifiesta por la presencia de una matriz osea no 
mineralizada (osteoide). Este proceso fixe mucho mas acusado para la implantacion del 
cemento experimental, como se refleja en la FIG.5-C. 

El analisis histologico del tejido adyacente al cemento oseo a las 2 semanas revelo 
caracteristicas similares para ambos tipos de cemento en lo que respecta a la necrosis y a la 
respuesta inflamatoria como se describe arriba. Sin embargo, con relaci6n a la osteogenesis 
la formulacion experimental presento la mejor respuesta manifiesta en una mayor 
neoformacion de trabecula osea. 

El analisis bistologico a las 4 semanas de la implantaci6n mostro la existencia de menos 
areas necroticas que en los periodos anteriores como consecuencia del proceso de 
reabsorcion Uevado a cabo por los macrofagos. La respuesta inflamatoria continua su 
proceso reparativo observandose una mayor cantidad de macrofagos y celulas gigantes 
multinucleadas rodeando los restos de los dos tipos de cemento. 

Sin embargo, como en periodos anteriores de tiempo, el proceso de neoformaci6n osea 
difiere en la respuesta a un cemento u otro. El cemento que contiene BZN dio lugar a una 
mayor y mas rapida neoformaci6n caracterizada por la presencia de un ribete eosin6filo 
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mas abundante que traduce el deposito osteoide. Esta neofonnacion 6sea adquiere la 
caracteristica morfologica de englobar los restos del material. Las FIG.6-A y FIG.6-B 
ilustran estas diferencias en cuanto a la neofonnacion osea se refiere que acompanan a la 
implantacion de un cemento comercial (CMW 3) y al cemento experimental que contiene 
5 BZN, respectivamente. 

La FIG.7 muestra la zona de epifisis femoral despues de 12 semanas de la implantacion del 
cemento experimental donde se puede observar una intensa proliferaci6n osea, con 
trabeculas finas, separadas por un laberinto de espacios interconexionados que contienen 
10 medula osea. 

La respuesta histologica a largos periodos de tiempo, 24 semanas, cuando se puede 
considerar que se ha alcanzado el estado estacionario, presentaba la misma tendencia 
observada en los periodos anteriores. Lo mas relevante en este periodo es la formacion 
15 osea que se aprecia en la respuesta al cemento experimental, que demuestra la confluencia 
de trabeculas 6seas, sobre todo en la diafisis, de tal forma que el espesor del hueso 
neoformado es mas notable que el obtenido con la formulation control de CMW 3. 

Las FIG.8-A y FIG.8-B, correspondientes a la respuesta histologica para este periodo de 
20 tiempo (24 semanas) a los cementos control y experimental respectivamente, ilustran este 
comportamiento. Particularmente, la FIG.8-B corresponde a la diafisis femoral tratada con 
el cemento experimental y muestra la disposition laminar que adquiere la formacion osea, 
con lagunas conteniendo osteocitos. 



25 
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Breve description de las figuras 

FIG.l es una grafica que muestra la relation entre la dosis de BZN o DMT, y el porcentaje 
de mortalidad determinada por inyeccion intravenosa en ratones de una solution salina al 
5% del correspondiente clorhidrato. 
5 FIG.2 es una grafica que muestra los efectos de los compuestos DMT y BZN sobre la 
integridad de leucocitos polimorfonucleares de rata medidos en tenninos de liberation de 
LDH. 

FIG.3 es una serie de fotografias que muestran la respuesta histologica a la implantation 
intramuscular en ratas de varillas de cemento comercial CMW 3 y de cemento experimental 
1 0 formulado con el compuesto BZN. 

FIG.4 es una serie de fotografias que muestran las superficies de las varillas antes y 
despu6s de 4 semanas de implantation, de cemento comercial CMW 3 y de cemento 
experimental formulado con el compuesto BZN. 

FIG.5 es una serie de fotografias que muestran la respuesta histologica a los dos dias de la 
15 implantation intraosea de las composiciones precursoras de cemento oseo mostradas en la 
FIG.6, curadas "in situ". 

FIG.6 es una serie de fotografias que muestran la respuesta histologica a las 4 semanas de 
la implantation intra6sea, de las composiciones precursoras de cemento oseo mostradas en 
la FIG.6, curadas "in situ". 
20 F1G.7 es una fotografia que muestra el analisis histologico del tejido oseo adyacente a un 
cemento formulado con el activador BZN despues de 12 semanas de la implantation. 
FIG.8 es una serie de fotografias que muestran la reaction histologica a la implantaci6n 
intra6sea de un cemento comercial y de un cemento experimental formulado con BZN 
despues de 24 semanas de la implantation. 
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Reivindicaciones 

l.Una composicion para su uso como composicion precursora de cemento 6seo 
caracterizada porque comprende una o mas aminas terciarias como activadores en una 
cantidad de hasta un 3%-p con respecto al peso total de la fase liquida y porque el activador 



Ri es un radical metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo o tert-butilo. 
R 2 es un radical metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo o tert-butilo. 
R 3 es un radical metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo o tert-butilo. 
15 R4 es un radical metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo o tert-butilo. 

2.Una composicion segun la reivindicacion 1 porque tambien incluye metacrilato de metilo, 
MMA, en una cantidad de 95-98 %-p con respecto al peso total de la fase liquida. 

20 3. Una composicion segun la reivindicaci6n 1 caracterizado porque tambien incluye uno o 
mas inhibidores en una cantidad de hasta un 0.01 %-p y/o uno o mas estabilizadores en una 
cantidad de hasta un 0.01 %-p. 

4. Una composicion segun la reivindicaci6n 3 caracterizada porque el inhibidor y/o el 
25 estabilizador es un compuesto de la familia de las quinonas. 



5 es un compuesto cuya estructura quimica general es: 




Formula (I) 



10 



donde: 
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5. Una composition para su uso como composition precursora de cemento 6seo 
caracterizada porque contiene una fase solida y una fase liquida, donde la fase Hquida 
comprende una composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4. 

5 6. Una composici6n segun las reivindicaciones 1 6 5, caracterizada porque la fase s61ida 
comprende particulas de poli(metacrilato de metilo) prepolimerizado, PMMA, o 
copolimeros de MMA con otros monomeros, y porque las particulas estan presentes en una 
cantidad comprendida entre el 70 y 95 %-p, preferiblemente entre el 80 y 95 %-p con 
respecto al peso total de la fase solida. 

10 

7. Una composicion precursora de cemento oseo segun las reivindicaciones 1, 4 o 6, 
caracterizada porque la fase s61ida comprende uno o mas iniciadores en una cantidad de 
hasta un 3 %-p y/o uno o mas agentes radiopacos en una cantidad de hasta un 20 %-p con 
respecto al peso total de la fase solida. 

15 

8. Una composicion precursora de cemento 6seo segun la reivindicacion 7 caracterizada 
porque el iniciador es peroxido de benzoilo y/o el/los agentes radiopacos es/son 
seleccionados entre sulfate de bario, dioxido de zirconio u oxido de tantalo. 

20 9. Un cemento caracterizado porque se obtiene por curado de una composicion segun una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 y a las que se les adiciona cualquier tipo de sales de 
calcio y muy especialmente fosfatos de calcio. 

10. Un proceso de obtencion de un cemento que comprende una fase s61ida y una fase 
25 Hquida, el mezclado de ambas fases y la consiguiente polimerizacion de la fase liquida para 
dar lugar al material curado, donde la fase solida comprende particulas de pohmero y uno o 
mas iniciadores de tipo radical como se detalla en cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, 
y la fase liquida es una composicion como se detalla en cualquiera de las reivindicaciones 1 
a 5. 

30 
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11. Uso del cemento 6seo obtenido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, 
entre otros, para cirugia ortopedica y traumatologia para la fijacion de protesis de 
articulaciones, para relleno de cavidades oseas o dentales y como soporte de cesi6n 
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